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-acyl-L-homoserien lactone (AHL)を介した quorum sensing system (QSS)によって
密度依存的に制御されていることが報告されていることから，QSS 関連形質を中心に
コロニー変異菌の特性評価を行った．継代培養により 3種のコロニー変異菌 R1-1, R1-
2および R2株を分離した．各コロニー変異菌の特性を調査した結果，phytotoxin生産
能，シュウ酸生産能，運動性および病原性が野生株よりも低下していることが明らかと
なった．さらに AHL 生産能および QSS 関連遺伝子のシークエンス解析の結果から，
コロニー変異菌の QSSはいずれも正常に機能していることが示唆された．しかし，QS




























が韓国分離株 B. glumae BGR1株で明らかにされてきたが，アメリカ分離株 B. glum
ae 336gr-1株の quorum sensing変異株では病原性や phytotoxin生産能を失わないこ
とが報告された．このような病原性発現における QSS 依存性の菌株間差は防除技術の
開発において大きな問題となってくることから，日本で分離された B. glumaeの quor
um sensing変異株の特性を調査した．日本各地で分離された B. glumae 14菌株の A
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HL 合成遺伝子 tofI 破壊株を作製した結果，14 菌株中 12 菌株 (group 1)では phytoto
xin生産能を失わないことが明らかとなった．一方，14菌株中 2菌株(group 2)は phyt
otoxin 生産能を完全に喪失し，AHL の添加により回復することが確認された．以上の
ことから，QSS依存性は日本国内で分離された菌株間でも異なること，group1の菌株











される．これまで B. glumaeのゲノムは BGR1株および 336gr-1株で解読されている
が，本病の発生国である日本産 B. glumae のゲノムは未だ解読されていない．本研究









 緒  論 
 
イネもみ枯細菌病は 1954年，福岡県で初めて発生が確認され (後藤・大畑，1956), 病
原菌としてBurkholderia. glumae (Pseudomonas glumae) Kurita et Tabeiが特定され
た (栗田・田部井, 1967)．1960 年代には箱育苗と機械移植の普及により，新たに苗腐




国外においても韓国 (Jeong et al. 2003)，パナマ (Nandakumar and Rush. 2007)，フ
ィリピン (Cottyn et al. 1996a, b)，アメリカ (Zeigler et al 1989)などでイネもみ枯細
菌病の発生が報告されている．また近年，韓国においてジャガイモやトマト，ナス，ゴ
マ，シソ，ひまわりなどの園芸作物においても本菌により萎凋症状が引き起こされるこ







































種に毒性を示すことが知られており(Latuasan et al 1966)，前述の韓国における園芸作
物の萎凋症状に関してはトキソフラビンが主要病原性因子であると推測されている．ト
キソフラビン生合成遺伝子群として tox operon が特定されており，トキソフラビン欠
損株 (ΔtoxA)は苗に対しては全く病原性を示せなくなるが，もみにおいてはわずかに病
原性を示し，もみの白化現象や full virulenceに必要であるとする報告 （Suzuki et al. 
2004）がされたが，その後，ΔtoxA がもみに対する病原性を完全に喪失するとする報

























であると考えられている (Kim et al 2007)． 
近年，細菌の密度依存的な遺伝子発現機構として quorum sensing system(QSS)が発




主なシグナル物質として N-acyl-L-homoserine lactone (AHL), オリゴペプチドや AI-2
が知られている．AHL はグラム陰性細菌で用いられているのに対し，オリゴペプチド
はグラム陽性細菌で用いられている．一方，AI-2 はグラム陰性細菌およびグラム陽性
細菌両方に共通する universal language と考えられている (Bassler and Losick. 
2006)．また，植物病原細菌 Xanthomonas属や Xylella fastidiosaでは diffusible signal 
factors (DSFs) (Deng et al. 2011) が， Burkholderia cepacia complex では
Burkholderia diffusible signal factor(BDSF)が，さらに新しいタイプの QSSシグナル
物質として Ax21 (Han et al. 2011a, b; Ronald et al. 2011) なども見つかっている．V. 
fischeriは低菌密度では発光を示さないが，増殖し，高菌密度になると発光する (Fig. 1)。
V. fischeriの発光には luxA-E, luxG, luxIおよび luxRが関与するが，低菌密度ではこ
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れらの遺伝子発現は弱く，発光を確認することができない．luxI は V. fischeri の





も加速され，協調的な遺伝子発現を可能にし，発光を示す (Whitehead et al 2001). 
多くの植物病原細菌で AHL を介した QSS の存在が報告されており，病原性への関
与も認められている (Table 1)．Burkholderia属には luxI/R系 QSSが広く保存されて




子の間には Pseudomonas fuscovaginaeで AHL合成遺伝子のリプレッサーとして機能
することが報告されている rsaM (Mattiuzzo et al 2011)のホモログ，tofMの存在が明
らかにされている (Chen et al 2012)．B. glumaeでは toxoflavin生産能，lipase活性，
polygalacturonase 活性，苗およびもみに対する病原性が QSS によって密度依存的に
制御されていることが報告された (Kim et al 2004, Devescovi et al 2007, Degrassi et 
al 2008)．さらに IclR型転写因子である qsmRが QSSによって制御されており，QsmR
はさらに運動性やカタラーゼ活性，Type II分泌機構を制御しており，qsmRの発現も
病原性発現に必須であることが明らかとなった (Kim et al 2007, Chun et al 2009, 
Goo et al 2010)．以上のように QSSは本菌の病原性発現において中心的役割を果たし




























る．PSA 培地で継代培養を行うと病原性の低下を伴ったコロニー変異菌 R1 型菌，R2




variation と呼ばれている．通常の自然突然変異が約 10-8 の確率で起こるのに対し，
phase variation は約 10-5 と高い頻度で起こるとされている (Bayliss 2009)．Phase 
variation は種の多様性を高め，絶え間ない環境の変化に適応するための細菌の戦略で
あると考えられており (der Woude et al 2004)，ヒト感染菌や植物病原細菌，バイオコ
ントロール細菌など多くの細菌種でこの現象が観察されている (Goto 1972, Kelman 




























本研究で供試した菌株およびプラスミドは Table 2 に示した．B. glumae MAFF 
302748株の野生株を PSA (Wakimoto et al 1989) 培地に画線し，30°C，2日間培養後，
新しい PSA培地に移植した．この操作を 5回繰り返した後，PSA培地に画線し，コロ




PSA寒天培地で 37°C 24 時間培養後，つまようじで菌体をつつき，ジャガイモ切片
 13 
 
に接種した．接種後，30°Cおよび 37°Cで 24時間培養し，腐敗能を調査した． 
 
2-3. 苗およびもみに対する病原性 
もみ（品種コシヒカリ）を 30°Cで 2日間，蒸留水中に浸水し，さらに OD610値を 0.2
に調整した各菌液中に 30°C で 24 時間浸漬接種を行った．接種後，滅菌した土壌に播
種し，覆土をした後，30°C で 2 日間，インキュベータ内で培養した．その後，人工気
象器に移動し，8 日間培養した後，発病度を調査した．発病調査は Iiyama らの方法に
従い行った (Iiyama et al 1995)．発病指数＝0: 無病徴， 1: 生育阻害を伴わず，わず
かに退色，褐変が見られる，2: わずかな生育抑制とクロロシス，彎曲がみられる，3: 中
程度の生育抑制と壊死，奇形，クロロシスが見られる，4: 強い生育抑制と激しい壊死，




日間培養後，発病度を調査した．発病指数＝0: 無病徴， 1: 0-20%変色， 2: 20-40%変




各菌株を PSA寒天培地で 37°C，24時間培養後，滅菌水に懸濁し，OD610値を 0.2に
調整した．4 mlの LB液体培地に 40 μl加え，30°Cおよび 37°Cで振とう培養した．





Phytotoxin生産能は Iiyamaらの方法を若干改編して調査した (Iiyama et al 1995)．
前述と同様の方法で 30°Cおよび 37°Cで 12, 16, 20, 24時間培養後，10000 gで 5分間
遠心分離し，上清を取り出した．1 mlの上清に 1 mlのクロロホルムを加え，クロロホ




2-6.  運動性 
運動性は Kimらの方法を若干改編して調査した(Kim et al 2007)．0.3%LB寒天培地




LB寒天培地に塩化カルシウムを 0.1%加え，各菌液を 5 μl滴下し，30°Cおよび 37°C
で 24 時間培養後，顕微鏡下でシュウ酸カルシウム結晶の有無を観察し，シュウ酸生産
能を評価した (Li et al 1999)．各濃度のシュウ酸を 5 μl滴下し，37°Cで 24時間培養
後，シュウ酸カルシウム結晶の有無を観察した． 
 
2-8.  N-acyl-L-homoserine lactone生産能 
前述と同様の方法で，4 mlの LB液体培地で 30°Cおよび 37°Cで 12, 16, 20, 24時







ている AHLを TLC法により決定した(Shaw et al 1997)．逆相 TLCプレート(RP-18 
F254S, Merck)に各サンプルを 5 μlスポットし，メタノール：水＝80: 20で展開した．
乾燥後，バイオセンサーC. violaceum VIR07株を含む0.3% LB寒天培地を重層し，30°C
で 24時間培養後，violaceinスポットの位置を C6-および C8-AHLの標品と比較した．
AHL生産量を比較するため，各 AHLサンプルをアセトニトリルで 10，100倍希釈し，
ペーパーディスクにしみ込ませ，VIR07株を含む 0.3%LB寒天培地上に置床した．30°C
で 24 時間培養後，各希釈区における violacein 生産の有無を比較し，生産量を推定し
た． 
 
2-9. LB培地における pH変化 
前述と同様の方法で，LB液体培地で12, 16, 20, 24時間培養後，pHメーター(Docu pH 
meter, Sartorius, Japan)で pHを測定した．また，pH指示薬としてブロモチモールブ




100 mlの LB液体培地に各菌液を 1 ml加え，30°Cで 12~16時間培養した．培養後，
遠心分離し，アルカリ-SDS 法によりプラスミドを抽出した． 0.7%アガロースを 10:1 
TAE bufferに浸し，50 mV で 2 時間電気泳動した．エチジウムブロマイドで染色後，
UVを照射し，プラスミドバンドを確認した． 
 
2-11. tofI, tofRおよび qsmRのシークエンス解析 
tofI/R 増幅用プライマーとして(5’- AGTTCGGCGTGTTCGTCAACGACGACTACG 
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-3’) and (5’- CAGGGAAGCAGAACCGCTGATGGAATGACG -3’)をゲノム解読株 B. 
glumae BGR1株のゲノム情報を元に設計した．KOD FX polymeraseを用いて PCRを
行い，pUC119の SmaI部位に挿入し，クローニングした (pCtofIR)．qsmR増幅用プ
ラ イ マ ー と し て (5’- CTTAAAGCATGCACGAACCGCCATTTGTCG -3’), (5’- 
TCAGCTCGCTTGGCGTGGCGGAAT -3’)を設計した．Blend Taq plusを用いて PCR
を行い，pGEM-T ベクターに TA クローニングした (pMqsmR)．シークエンス解析は
M13 プライマーおよび BigDye terminator version 3.1 を用いて，ABI Prism 3100 
genetic analyzer (Applied Biosystems)により行った． 
 
 
Table 2 Bacterial strains and plasmids 
Strain or plasmid Description Source or reference 
Chromobacterium violaceum  
VIR07 ATCC 12472 derivative, cviI:: Kmr, Apr Morohoshi et al. (2008) 
Burkholderia glumae  
MAFF 302748 MAFF 302748 wild type strain MAFF collection 
R1-1 MAFF 302748 derivative  This study 
R1-2 MAFF 302748 derivative This study 
R2 MAFF 302748 derivative This study 
Plasmids   
pGEM-T easy Cloning vector; Apr Promega 
pUC119 Cloning vector; Apr Takara Bio 
pMqsmR pGEM containing qsmR This study 





MAFF 302748 株の野生株は PSA培地上で白色，ドーム型，光沢をもち，わずかに
流動性のあるコロニーを形成し，TZC 培地上ではうっすらピンク色を呈した流動性の
高いコロニーを形成した (Fig. 3)．この野生株から継代培養により 3種のコロニー変異
菌 R1-1，R1-2，R2株を分離した．R1-1株および R1-2株は PSA培地上で肌色，扁平，
半透明で光沢がなく，流動性のないコロニーを形成し，R1-2 株でのみ黄色色素の生産
が認められたが，コロニー形態には R1-1 株と R2 株でほとんど差は見られなかった．


















Fig. 3 Colony morphology of Burkholderia. glumae MAFF 302748 wild-type strain 





30°C で培養した場合，野生株では水浸状の病斑が形成されたが，R1-1 および R1-2
株では病斑は形成されなかった．R2株では乾いた褐色病斑が形成された (Fig. 2a)． 
37°Cで培養した場合，野生株，R1-2および R2株で水浸状病斑が形成されたが，R1-1
株では病斑形成が全く認められなかった (Fig. 4a)． 
 
3-3. 野生株およびコロニー変異菌の苗およびもみに対する病原性の比較 
苗に対する接種の結果，R1-1 および R2 株は全く病原性を示さなかったが，R1-2 株
はわずかに病原性を示した (Fig. 4b)．一方，もみに対する接種の結果，R1-1は全く病

























Fig. 4 Pathogenicity on potato (a), rice seedlings (b) and spikelets (c) of Burkholderia glumae MAFF 302748 wild-type strain (WT) 
and CMMs. Differences of disease index between each strain were determined by Tukey-Kramer multiple comparisons method. w, 





 培養 12時間後まではいずれの菌株においても 30°Cで培養した場合よりも 37°Cで培

















Fig. 5 Multiplication of B. glumae MAFF 302748 Wild-type strain and colony 
morphological mutants in LB broth with shaking at 30°C (a) and 37°C (b) for 12, 16, 




3-5. 野生株およびコロニー変異菌の phytotoxin生産能の比較 
30°C培養した場合，12時間後まで全ての菌株で phytotoxinは検出されなかったが，
培養 16時間以降，野生株でのみ phytotoxinが検出された(fig. 6a)．一方，37°Cで培養
した場合，野生株，R1-2 および R2 株では全ての期間で phytotoxin が検出されたが，
R1-2 および R2 の吸光度は野生株よりも低く，生産量が低下していることが示唆され














Fig. 6 Productivity of phytotoxin of Burkholderia glumae MAFF 302748 wild-type strain (WT) 
and CMMs in LB broth. Each strain was incubated both at 30°C (a) and 37°C (b) for 12, 16, 20, 24 h. 
Phytotoxin was extracted from supernatants with chloroform. The extracts were evaporated and 
resuspended in 80 % methanol, and absorbance at 260 nm was measured. Error bars indicate the 





も著しく運動性が低下していた (Fig. 7a)．一方，37°Cで培養した場合には R1-2株が
わずかに運動性を示したが，野生株に比べると低下していた．R1-1 および R2 株は全





結晶が観察されたが，R1-1および R1-2では全く観察されなかった (Fig. 7b)．R2株で
は結晶が観察されたが，野生株に比べると量が少なく，さらに結晶が凝集している様子
が認められた．37°C で培養した場合，野生株では多量のシュウ酸カルシウム結晶が観





Fig. 6.5 The relationship between the concentration of oxalate and crystal 




















Fig. 7  Motility (a) and productivity of oxalate (b) of Burkholderia glumae MAFF 
302748 wild-type strain (WT) and CMMs. Each strain was incubated on 0.3 % LB 
agar medium for motility assay or LB agar medium containing 0.1 % calcium 
chloride for productivity of oxalic acid both at 30°C and 37°C for 24 h. Productivity 
of oxalic acid was assessed by whether oxalate calcium crystals were formed or not 











液体培養した場合，培養 12 時間後に野生株および R2 株に比べて，R1-1 および R1-2
株の AHL量に低下が認められた(Table 3)．培養 16時間後，20時間後には野生株とコ







養においては 30°C で培養した場合，コロニー変異菌の AHL 量はいずれも野生株より
も低下していた (Fig. 8b)．37°C で培養した場合，野生株と R1-2 株では AHL 量にほ



























Fig. 8 Characterization and quantification of AHLs produced by 
Burkholderia glumae MAFF 302748 wild-type strain (WT) and 
CMMs. (a) AHLs produced by WT and CMMs were characterized by 
TLC assay. AHLs produced by each strain were identified by 
comparing with AHL standards of C6-AHL and C8-AHL. (b) To 
determine the amount of culture AHLs in LB agar medium, each 
strain was incubated above membrane filter on LB agar medium 
both at 30°C and 37°C for 24 h. AHLs were extracted with ethyl 
acetate from broken culture agar. After evaporation, the residue was 
resuspended in acetnitrile and the suspension was used without 
diluting (×1) or with diluting 10 times (×1/10) adding acetonitrile. 
Each AHL sample was dropped on paper disk and that were put on 
LB agar overlaid 0.5 % LB agar containing C. violaceum VIR07 and 
incubated at 30°C for 24 h. The amount of AHLs was assessed by 





Table 3 Quantitative analysis of AHLs in LB culture of Burkholderia glumae MAFF 302748 wild-type strain (WT), and 
derivatives, R1-1, R1-2, R2 using Chromobacterium violaceum VIR07 as AHL reporter strain 
 
Each strain was grown in LB broth with shaking for 12, 16, 20, 24 h both at 30 and 37°C. Culture supernatants were serially 
diluted 10- or100-fold and each solution was applied to paper disk. That was put on LB agar medium overlaid with 0.5 % LB 
agar containing C. violaceum VIR07. After incubation at 30°C for 24 h, AHLs in each supernatant were detected based on 
formation of purple pigment violacein around disks by VIR07. aDilution rate of culture supernatants, 1=undiluted, 
1/10=10-fold diluted, 1/100=100-fold diluted with LB broth, b +: Induced violacein production, c －: Not induced violacein 
production, d＋/－: Slightly induced violacein production 
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3-9. 野生株およびコロニー変異菌の LB培地における pH変化の比較 
液体培養では 30°Cで培養した場合，野生株では培養 16時間まで culture pHが上昇
し，培養開始時の 7.0を上回っていたが，培養 20時間以降，culture pHが急激に低下
し，培養開始時の pH を下回った (Fig. 9a)．一方，コロニー変異菌では培養期間中常
に culture pHが上昇し続け，培養開始時の pHを上回っていた．37°Cで培養した場合，
野生株では培養 12時間まで culture pHが上昇し，培養開始時の pHを上回っていたが，
培養16時間以降，culture pHが急激に低下し，培養開始時のpHを下回った (Fig. 9b)．
一方，コロニー変異菌では培養期間中常に culture pHが上昇し続け，培養開始時の pH
を上回っていた．しかし，R2 型菌はいずれの培養温度下においても他のコロニー変異
菌よりもわずかに低い culture pHを示した． 
平板培養では 30°C で培養した場合，野生株のみ culture pH の低下がみられ，コロニ
ー変異菌ではいずれも culture pHが上昇していた (Fig. 9c)．一方，37°Cで培養した
場合，野生株に加え，R1-2株においても culture pHの低下が認められ，さらに R2型
菌は中性～弱アルカリ性を示し，30°Cで培養した場合よりもわずかに低い culture pH
を示していることが示唆された (Fig. 9d)．R1-1 株は 30°C で培養した場合と同様に
culture pHが上昇した．R1-2株は 30°Cで培養した場合には R2株よりも culture pH
が上昇している傾向が認められたが，37°C で培養した場合には R2 株よりも明らかに























Fig. 9 Culture pH of Burkholderia glumae MAFF 302748 wild-type strain (WT) and 
CMMs in LB broth (a, b) and on LB agar medium containing BTB (c, d). Each strain 
was incubated in LB broth with shaking both at 30°C (a) and 37°C (b) for 12, 16, 20, 
24 h and was incubated on LB agar medium containing BTB both at 30°C (c) and 
37°C (d) for 24 h. (e) R1-2 and R2 was streaked on LB agar medium containing BTB 





野生株，R1-2，R2 株では 2 本のバンドが確認されたのに対して，R1-1 株では大き
い方のバンドが消失しており，バンドが一本のみであった (Fig. 10)． 
 
 
Fig. 10 Plasmid profile of Burkholderia glumae wild-type strain and CMMs. 
 
3-11. 野生株およびコロニー変異菌の tofI, tofR, qsmR配列の比較 
シークエンス解析の結果，野生株とコロニー変異菌の tofI, tofR, qsmRの配列に差は
なく，コロニー変異菌のこれらの配列は変異していないことが明らかとなった







ニー変異菌が出現する (Tsushima et al 1991)．さらに自然発病したもみからも，もみ
に病原性を示さず苗にのみ病原性を示す変異株や非病原性変異株が分離されている 























報告されている (Matsuda and Sato 1988)．37°Cで培養した場合には R1-2株および
R2株でわずかに検出されたが，R1-1株では全く検出されなかったことから，R1-1株
は完全に toxin生産を失っていることが示唆された．また，R1-2では 37°Cで培養した
場合，培養 12時間後よりも 16時間後で phytotoxin生産量が減っており，phytotoxin
が分解されていることが示唆された．同様の現象は B. glumae BGR1株の qsmR破壊





運動性はもみに対する病原性に必須であることが報告 (Kim et al 2007)されている




























ており，利用可能な糖をほとんど含まないことが報告されている(Sezonov et al 2007)．
このため，アミノ酸の代謝によりアンモニアが放出され，多くの細菌種では LB培地で




culture pHは上昇したが，平板培養では 37°Cで培養した場合に R1-2株で pHの低下
が認められたことから，液体培養と平板培養で culture pHの制御機構は異なることが





culture pHと AHL量の関係を野生株と比較すると，30°C培養下では pHの上昇と供







野生株の culture pH は一度上昇し，その後急激に低下し始めたことから，LB培地に
おける pHの低下は密度依存的であることが示唆された．B. glumaeは 2種類の endo
型ポリガラクツロナーゼを生産することが報告されているが，いずれも至適 pHが 3程




など様々な形質に影響を与えることが報告されている(Gale 1943; Tucker et al 2002; 
Wulff et al 2008)．本研究でコロニー変異菌は phytotoxin生産や運動性，病原性の低下
が認められたが，pHの影響である可能性もあり，今後，pHと各種病原性関連形質の
関係についても詳細な解析が求められる． 
B. glumaeの type strain ATCC 33617は病原性が失われており，tofRに変異を起こ




ても見出されており (Cabrol et al 2003; Heurlier et al 2005)，AHLレセプタータンパ




























前章の特性調査の結果から本菌野生株は LB培地で pHが低下し，一方で 3種のコロ
ニー変異菌は培養方法または培養温度によって異なる pH 変化を示すことが明らかと
なった．LB培地は peptone, yeast extract, 塩化ナトリウムから構成されており，糖を
ほとんど含ます，炭素源としてアミノ酸やペプチドが主要となっている．このため，多
くの細菌種は LB培地で培養した場合，アミノ酸の代謝によりアンモニアが発生するた













LB寒天培地を用いてイネ生息細菌を分離した．LB培地は pH 7.0 に調整して用いた．
抗生物質として 10 μg/mlリファンピシン，50 μg/mlカナマイシン，100 μg/mlアンピ
シリンを用いた．イネ花粉を開花期に回収し，蒸留水に懸濁後，10000gで 10分間遠
心分離後，0.22 μmのミリポアフィルターでろ過滅菌したものを花粉抽出液とし，使用





Table 5 Bacterial strains and plasmids 
 
Strain or plasmid Description Source or reference 
Escherichia coli  
DH5α 
F-, Φ80dlacZΔM15, 
Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, 
endA1, hsdR17(rK-, mK+), phoA, 
supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1 
Nippon Gene 
S17-1 γ/pir 
thi pro hsdR hsdM+ recA RP4 
2Tc::Mu-Km::Tn7 
Simon et al, 1983 
Chromobacterium violaceum  
VIR07 ATCC 12472 derivative, cviI:: Kmr, Apr 
Morohoshi et al, 
2008 
Burkholderia glumae  
MAFF 302748 MAFF 302748 wild-type strain, Rifr MAFF 
BPH38 obcA::Tn5 derived from MAFF 302748 This study 
Plasmids  
pUC119 Cloning vector; Apr Takara Bio 
pBSL180 
Mobilizable sucide vector, Tn10 ::kan 
donor plasmid; Kmr 
Alexeyev et al, 1995 
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2-2. トランスポゾン変異株の作製と pH非低下株のスクリーニング 
トランスポゾン pBSL180 ( Alexeyev et al 1995)を導入したE. coli S17-1 γpirをカナ
マイシンおよびアンピシリンを加えた LB液体培地で，B. glumae MAFF 302748株を
LB液体培地で 16時間振とう培養した．培養後，10000gで 5分間遠心分離し，上清を
棄て菌体を滅菌水で洗浄した．再度 10000gで 5分間遠心分離し，10 μMのMgSO4に
溶解した．10 μMのMgSO4を加えた LB寒天培地上に 0.45 μmのミリポアフィルター
を置き，懸濁液を滴下後，30 °Cで 4時間培養した．培養後，菌体を 1 mlの LB液体
培地に懸濁し，100 μlをカナマイシンおよびリファンピシンを加えた LB寒天培地上に
コンラージし，37 °Cで 3日間培養した．生育したコロニーをいったんカナマイシンお
よびリファンピシンを加えた LB寒天培地に移植し，37 °Cで一晩培養させた後，0.1% 





ノール沈殿した後，蒸留水に溶解し，ligation-high を加え，16°C で 30 分間セルフラ
イゲーションさせた．ライゲーション後の溶液を鋳型 DNA および NTPII-N; 
TGCAATCCATCTTGTTCAATCAT, NTPII-C; CTTCCTCGTGCTTTACGGTAT プラ
イマーセット()と KOD FXを用いて inverse PCRを行った．増幅した PCR断片を生成
後，pUC119の SmaI部位に挿入し，クローニング後，シークエンス解析を行った．得
られた配列を，Blastプログラムを用いて検索し，トランスポゾン挿入部位を推定した．
obcA のトランスポゾンの挿入は obcA-F1: ATGACATCGCTATACATCACGGCAG, 





2-4. Culture pH の測定 
TSB寒天培地で 37 °C，一晩培養した各菌体を滅菌水に懸濁し，OD610値を 0.2に調
整した．調整した各懸濁液を，BTBを加えた LB寒天培地上に 5 μl滴下し，30 °Cま
たは 37 °Cで 24時間培養し，BTBの色調の変化を調査した． 
 
2-5. シュウ酸生産能の調査 
前述と同様の方法で野生株および BPH13株の菌液を調整し，5 μlを 0.1% LB寒天




培地 pHが運動性に与える影響を調べるために，pH 6.5, 7.0, 7.5に調整した 0.3% LB
寒天培地に BTBを加え，さらに緩衝液として 50 mM のMOPSを加えた．前述と同様
の方法で野生株および BPH13株の菌液を調整し，5 μlを培地に滴下し，30 °Cおよび
37 °Cで 24時間培養し，運動性を調査した． 
 
2-7. BPH38株の病原性 





3-1. pH非低下株の AHL生産能とトランスポゾン挿入部位の特定 
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 約 13000株をスクリーニングし，35菌株の pH非低下株（BPH株）を取得した．得
られたトランスポゾン変異株の AHL 生産能を調べた結果，すべての菌株で AHL 生産
能が確認された．得られた pH非低下株のうち，1菌株についてトランスポゾン挿入部
位を決定した．その結果，BPH38 株ではシュウ酸合成遺伝子 obcA (Nakata and He 
2010)にトランスポゾンが挿入されていることが明らかとなった． 
 
3-2. BPH38株の culture pH 
LB寒天培地で培養した場合の culture pHを調べた結果，30 °Cおよび 37 °Cいずれ
の培養温度下においても野生株では pH の低下が，BPH38 株では pH の上昇が認めら
れた (Fig. 11a)．次に花粉培地に BTBを加えたところ，わずかに黄色を呈したことか
ら，花粉培地は弱酸性であることが推測された (Fig. 11b)．花粉培地で培養した場合の
culture pHを調べた結果，野生株では pHが低下したのに対して，BPH38株では上昇




















Fig. 11  Culture pH change of Burkholderia glumae wild-type strain and BPH38 








培地 pHが上がるにつれて両菌株とも運動性が低下していく傾向が見られた (Fig. 12a)．
また，緩衝液の添加によりわずかに pH の上昇が抑えられている傾向が認められた．
37 °Cで培養した場合，BPH38株は培地 pHが 7.0および 7.5のとき，野生株に比べる
と著しく運動性が低下していたが，培地 pHが 6.5および 7.0のとき，緩衝液を加える
ことで運動性が増加した (Fig. 12b)．野生株ではMOPS添加で運動性が抑制される傾


































Fig. 12  Motility of Burkholderia glumae wild-type strain and BPH38 on 0.3 % LB 



























3-5. イネ生息細菌の LB培地および花粉培地における pH変化 
出穂後のもみよりイネ生息細菌を分離した．LB寒天培地で培養した結果，全てのイ
ネ生息細菌で pHの上昇が確認された (Fig. 14a)．一方，花粉培地で培養した場合，pH















Fig. 14  Culture pH change of rice isolates on LB agar (a) and pollen agar 














































されていることが韓国産 B. glumae BGR1をモデルとした解析から明らかにされてき
た．ところが，アメリカ産 B. glumae 336gr-1 株の tofI 破壊株および tofR 破壊株が
phytotoxin 生産能やもみに対する病原性を保持したままであることが報告され, 地理
的に異なる菌株間で病原性発現におけるquorum sensing依存性が異なることが示唆さ


































Burkholderia glumae Isolation date Source Site on the source Location 
MAFF 301441 1982 Oryza sativa Unknown Hiroshima, Japan 
MAFF 302417 1984 Vigna radiate Sprout Tokyo, Japan 
MAFF 302437 1984 Oryza sativa Grain Ooita, Japan 
MAFF 302552 1991 Oryza sativa Leaf sheath Kumamoto, Japan 
MAFF 302748 1982 Oryza sativa Seedling Ibaraki, Japan 
MAFF 302874 1979 Oryza sativa Grain Ibaraki, Japan 
MAFF 302930 1990 Oryza sativa Seedling Iwate, Japan 
MAFF 302934 1990 Oryza sativa Seedling Miyagi, Japan 
MAFF 311026 1991 Oryza sativa Seedling Hokkaido, Japan 
MAFF 311193 1997 Oryza sativa Seedling Toyama, Japan 
MAFF 311196 1996 Oryza sativa Seedling Nagano, Japan 
MAFF 311199 1996 Oryza sativa Seedling Yamaguchi, Japan 
MAFF 311266 1982 Oryza sativa Grain Fukuoka, Japan 
MAFF 311509 2005 Oryza sativa Grain Okinawa, Japan 
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Table 7 Bacterial strains and plasmids 
 
Strain or plasmid Description Source or reference 
Escherichia coli  
  DH5α F-, Φ80dlacZΔM15, 
Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, 
endA1, hsdR17(rK-, mK+), phoA, supE44, 
λ-, thi-1, gyrA96, relA1 
Nippon Gene 
  S17-1 γ/pir thi pro hsdR hsdM+ recA RP4 
2Tc::Mu-Km::Tn7 
Simon et al 1983 
Burkholderia glumae  
dI441 A ΔtofI derivative of MAFF 301441 This study 
dI417 A ΔtofI derivative of MAFF 302417 This study 
dI437 A ΔtofI derivative of MAFF 302437 This study 
dI552 A ΔtofI derivative of MAFF 302552 This study 
dI748 A ΔtofI derivative of MAFF 302748 This study 
dI874 A ΔtofI derivative of MAFF 302874 This study 
dI930 A ΔtofI derivative of MAFF 302930 This study 
dI934 A ΔtofI derivative of MAFF 302934 This study 
dI026 A ΔtofI derivative of MAFF 311026 This study 
dI193 A ΔtofI derivative of MAFF 311193 This study 
dI196 A ΔtofI derivative of MAFF 311196 This study 
dI199 A ΔtofI derivative of MAFF 311199 This study 
dI266 A ΔtofI derivative of MAFF 311266 This study 
dI509 A ΔtofI derivative of MAFF 311509 This study 
Chromobacterium violaceum  
  CV026 
ATCC 31532 derivative, cviI::Tn5xylE, 
Kmr, Smr 
McClean et al 1997 
VIR07 ATCC 12472 derivative, cviI:: Kmr, Apr Morohoshi et al 2008 
Plasmids   
pGEM-T Cloning vector; Apr Promega 
pUC119 Cloning vector; Apr Takara Bio 
pGP704Sac38 pBBR322 derivative with R6K ori, mob 
RP4, polylinker from M13 tg131 
containing sacB : Apr 
Morohoshi et al 2004 
pGEMtofI1000 PCR clone containing upstream and 
downstream flanking region of tofI 
This study 
pGEMtofI800 pGEM-T containing 200 bp deleted 
sequence of tofI region 
This study 
pGPSacBKm pGP704Sac38, Kmr This study 
pGPtofI800 pGPSacBKm containing 200 bp deleted 




2-2.  tofI破壊株の作製 
tofI の内部配列約 200 bp を欠損させるために，tofI を含む約 2300 bp の配列を
tofI-1000-F; 5´-TGACGTCGCGATCCTCTGTCTGC-3´, tofI-1000-R; 
5´-GAGCTGCTGCTCGTTTTCCGCC-3´プライマーを用いて PCRにより増幅した．鋳
型 DNAには MAFF 302748 株の染色体 DNA を用いた．増幅産物を pGEM-Tベクタ
ーにクローニングし，pMtofI1000 とした．次に欠損予定部位の N 末端および C 末端
から外向きにプライマー (tofI-N; 5´-CATTCGCATCGCGTCCCAATACGT-3´, tofI-C; 
5´-TCACGTTCTGCAGCATCGAGCG-3´)を設計し，pMtofI1000 を鋳型 DNA とした
inverse PCRを行った (Dorrel et al 1996)．PCR後，DpnI処理を行い，セルフライゲ
ーションしたものを pMtofI800 とした．スーサイドベクターである pGP704Sac38 の
PstI サイトに pKRP11 から PstI で切り出したカナマイシン耐性遺伝子を導入し，
pGPSacBKmrとした．pMtofI800 を EcoRI で処理し，内部配列を欠損させた tofI を
pGPScaBKmrのMfeIサイトに導入し，tofIの破壊ベクターpGPSacBtofI800を作製し
た．pGPSacBtofI800を導入した E. coli S17-1 γpir株および，B. glumaeの各菌株を
LB液体培地で 37°C, 16時間振とう培養後，1回遠心洗浄し，50 μlの 10 mM MgSO4
に菌体を懸濁し，10 mM MgSO4を加えた LB寒天培地上のメンブランフィルター上に
滴下した．30°Cで 5時間培養後，50 μg/mlのカナマイシンおよび 10 μg/mlのコリス
チンを加えた LB 寒天培地上にかきとった菌体を画線し，37°C で 2 日間培養した．培
養後，単コロニーをつまようじで釣菌し，50 μg/mlの LB液体培地 4ml中で 37°C，12
時間振とう培養した．培養後，培養液に白金耳を浸し，10 %スクロースおよび 10 μg/ml
のコリスチンを含む LB寒天培地上に画線し，37°Cで 24時間培養した．出現したコロ
ニーはバイオセンサーC. violaceum VIR07株を用いて，cross streak法により，AHL





2-3. 日本産 B. glumaeおよび tofI破壊株の特性評価 
日本産 B. glumaeの AHL生産能，phytotoxin生産能およびシュウ酸生産能について
調査した．AHLの抽出および生産される AHLの同定は前述のように行った．C6-HSL
の検出には C. violaceum CV026株を，C8-HSLの検出には C. violaceum VIR07株を
用いた． 
Toxoflavin 生産能を調べるために各菌株を LB 寒天培地に画線し，37°C，24 時間培養
した．Toxoflavinは LB培地中で黄色色素として生産されることから(Kim et al 2004, 
Chen et al 2012)，LB寒天培地上における黄色色素生産能を指標に toxoflavin生産能
を評価した． 
シュウ酸生産能は各菌株を 0.1% CaCl2を含む LB 寒天培地に OD610値を 0.2 に調整










内部配列約 200bp を欠損させたマーカーレスの tofI 破壊株を作製し，得られた破壊
株がいずれもAHL生産能を失っていることを確認した (Table 8, Fig. 15a)．さらに tofI




試した 14菌株のうち，両形質が完全に失われた菌株は dI417および dI874株の 2菌株
のみであり，残りの 12 菌株ではこれら生産能が保持されていることが明らかとなった 
(Table 8, Fig. 16, 17)． 
 
Table 8  Productivity of AHLs, toxoflavin and oxalate for Burkholderia glumae 



































Fig. 15  Confirmation of tofI disruption by cross-streak with Chromobacterium 










Fig. 16  Toxoflavin productivity of Burkholderia glumae MAFF 302748, MAFF 
302874 and their tofI mutant dI748, dI874 on LB agar medium with or without 100 



















Fig. 17  Oxalate productivity of Burkholderia glumae MAFF 302748, MAFF 
302874 and their tofI mutant dI748, dI874 on LB agar medium with or without 100 




B. glumae BGR1株では toxoflavin合成遺伝子の一つである toxAの破壊により，も
みに対する病原性が著しく低下することが報告されている (Kim et al 2004)が，日本産
B. glumae PG9501株を接種した結果，もみにおける白化現象は少なくなるものの，病
原性が保持されていることが報告されている (Suzuki et al 2004)．このことから 
BGR1株では toxoflavin生産能が病原性に必須であるが，PG9501株では必須の形質で
はないことが示唆され，菌株によって病原性発現機構が異なることが推測される． 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 株の AHL 合成遺伝子 lasI および rhlI破壊株には
twitching motilityを正常に示す株以外に twitching motilityが低下または喪失した株
が遺伝子操作の過程で出現していることが報告されている (Beatson et al 2002)．それ
ぞれ vfr，algR に二次変異を起こしており，PAO1 株の純粋な QSS 変異株は正常に
twitching motilityを示し，PAO1株の twitching motilityは QSSによって制御されて
いないことが明らかにされた．このように予期せぬ二次変異によって QSS により制御
されていない形質が制御されているように見えるケースが報告されているが，
twitching motilityが低下または喪失した変異株は lasIや rhlIの相補では回復せず，vfr
または algRの相補で回復することが確認されている．BGR1株および本研究において
は gourp 2の菌株で C8-HSLの添加により tofI破壊株の phytotoxin生産能およびシュ
ウ酸生産能は相補された．このことから，BGR1株および group 2の菌株では両形質と
も QSS によって制御されていることが示唆された．一方，336gr-1 株や group 1 の菌
株では両形質とも完全には喪失しなかったが，336gr-1株の ΔtofIでは phytotoxin生産
量の低下がみられており，本研究では group1 の ΔtofI でシュウ酸生産量が低下してい



















intra-strain や inter-strain の比較ゲノムは病原性解析において有用かつ効率的である
と思われる．これまで B. glumaeのゲノムは BGR1株および 336gr-1株で解読されて







Alexeyev MF, IN Shokolenko and TP Croughan. (1995) New mini-Tn5 derivatives 
for insertion mutagenesis and genetic engineering in Gram-negative bacteria. 
Can. J. Microbiol 41, 1053-1055 
Bayliss CD. (2009) Determinants of phase variation rate and the fitness 
implications of differing rates for bacterial pathogens and commensals. FEMS 
Microbiol Rev 33 504-520 
Bassler BL and Losick R. (2006). Bacterially speaking. Cell 125, 237-246 
Beatson SA, CB Whitchurch, ABT Semmler and JS Mattick. (2002). Quorum 
sensing is not required for twitching motility in Pseudomonas aeruginosa. J 
Bacteriol 184: 3598-3604 
Beaumont HJE, Gallie J, Kost C, Ferguson GC and Rainey PB. (2009). 
Experimental evolution of bet hedging. Nature 462 90-94 
Cabrol S, Olliver A, Pier GB, Andremont A and Ruimy R. (2003) Transcription of 
quorum sensing system genes in clinical and environmental isolates of 
Pseudomonas aeruginosa. J Bacteriol 185, 7222-7230 
Chen R, Barphagha IK, Karki HS and Ham JH. (2012). Dissection of quorum 
sensing genes in Burkholderia glumae reveals non-canonical regulation and 
the new regulatory gene tofM for toxoflavin production. Plos One 12 e52150 
Chun H, Choi O, Goo E, Kim N, Kim H, Kang Y, Kim J, Moon JS and Hwang I. 
(2009) The quorum sensing-dependent gene katG of Burkholderia glumae is 
important for protection from visible light. J Bacteriol 13, 4152-4157 
Cottyn B, Cerez MT, Van Outryve MF and Barroga J. (1996a) Bacterial diseases of 
rice 1. Pathogenic bacteria associated with sheath rot complex and grain 
 60 
 
discoloration of rice in the Philippines. Plant Dis 80, 429-437 
Cottyn B, Van Outryve MF, Cerez MT, De Cleene M and Swings J. (1996b) Bacterial 
diseases of rice 2. Characterization of pathogenic bacteria associated with 
sheath rot complex and grain discoloration of rice in the Philippines. Plant Dis 
80, 438-445  
Deng Y, Wu J, Tao F and Zhang LH. (2011). Listening to a new language: DSF-based 
quorum sensing in Gram-negative bacteria. Chem Rev. 111, 160-173 
Degrassi G, Devescovi G, Kim J, Hwang I and Venturi V. (2008). Identification, 
characterization and regulation of two secreted polygalacturonases of the 
emerging rice pathogen Burkholderia glumae. FEMS Microb Eco 65, 251-262 
Devescovi G, Bigirimana J, Degrassi G, Cabrio L, LiPuma JJ, Kim J, Hwang I and 
Venturi V. (2007) Involvement of a quorum-sensing-regulated lipase secreted 
by a clinical isolate of Burkholderia glumae in severe disease symptoms in rice. 
Appl Environ Microbiol 73, 4950-4958 
Dorrell N, VG Gyselman, S Foynes, SR Li and BW Wren. 1996. Improved efficiency 
of inverse PCR mutagenesis. Biotechniques 21: 604-608 
Fan J, Qian G, Chen T, Zhao Y, Liu F, Walcott RR. and Hu B. (2011). The 
acyl-homoserine lactone (AHL)-type quorum sensing system affects growth 
rate, swimming motility and virulence in Acidovorax avenae subsp. citrulli. 
World Journal of Microbiology and Biotechnology 27 1155-1166 
Francis F, Kim J, Ramaraj T, Farmer A, Rush MC and Ham JH. (2013). 
Comparative genomic analysis of two Burkholderia glumae strains from 
different geographic origins reveals a high degree of plasticity in genome 
structure associated with genomic islands. Mol Gene Genome 288 195-203 
 61 
 
Gale EF. (1943) Factors influencing the enzymic activities of bacteria. Bacteriol Rev 
7, 139-173 
Goo E, Kang Y, Kim H and Hwang I. (2010) Proteomic analysis of quorum 
sensing-dependent proteins in Burkholderia glumae. J Proteom Res 9, 
3184-3199 
Goo E, Majerczyk CD, An JH, Chandler JR, Seo YS, Ham H, Lim JY, Kim H, Lee B, 
Jang MS, Greenberg EP and Hwang, I. (2012). Bacterial quorum sensing, 
cooperativity, and anticipation of stationary-phase stress. PNAS 109, 
19775-19780 
Han SW, Lee SW and Ronald PC (2011a). Secretion, modification, and regulation of 
Ax21. Curr. Opin. Microbiol. 14, 62-67 
Han SW, Sriariyanun M, Lee SW, Sharma M, Bahar O, Bower Z. and Ronald PC. 
(2011b). Small protein-mediated quorum sensing in a Gram-negative 
bacterium Plos one 6, e29192 
Hao G and Burr TJ. (2006). Regulation of long-chain N-acyl-homoserine lactones in 
Agrobacterium vitis. J Bacteriol 188 2173-2183 
Heurlier K, Denervaud V, Haenni M, Guy L, Krishnapillai V and Hass D. (2005) 
Quorum sensing-negative (lasR) mutants of Pseudomonas aeruginosa avoid 
cell lysis and death. J Bacteriol 14, 4875-4883 
Iiyama K, Furuya N, Takanami Y and Matsuyama N. (1995) A role of phytotoxin in 
virulence of Pseudomonas glumae Kurita et Tabei. Ann Phytopathol Soc Jpn 
61, 470-476 
Jeong Y, Kim J, Kim S, Kang Y, Nagamatsu T and Hwang I. (2003) Toxoflavin 
produced by Burkholderia glumae causing rice grain rot is responsible for 
inducing bacterial wilt in many field crops. Plant Dis 87, 890-895 
 62 
 
Jones S, Yu B, Bainton NJ, Birdsall M, Bycroft BW, Chhabra SR et al. (1993) The 
lux autoinducer regulates the production of exoenzyme virulence 
determinants in Erwinia carotovora and Pseudomonas aeruginosa. EMBO 
J12: 2477–2482 
Kamiunten H, Yamaguchi J and Wakimoto S. (1985) Plasmid of Pseudomonas 
glumae. Ann. Phytopath Soc Jpn. 51, 506-508 
Kelman A. (1954) The relationship of pathogenicity in Pseudomonas solanacearum  
to colony appearance on a tetrazolium medium. Phytopatholgy 44, 693-695 
Kim J, Kim JG, Kang Y, Jang JY, Jog GJ, Lim JY, Kim S, Suga H, Nagamatsu T and 
Hwang I. (2004) Quorum sensing and the LysR-type transcriptional activator 
ToxR regulate toxoflavin biosynthesis and transport in Burkholderia glumae. 
Mol Microb 54, 921-934 
Kim J, Kang Y, Choi O, Jeong Y, Jeong JY, Lim JY, Kim M, Moon JS, Suga H and 
Hwang I. (2007) Regulation of polar flagellum genes is mediated by quorum 
sensing and FlhDC in Burkholderia glumae. Mol Micro 64, 165-179 
Latuasan HE and Berends NL. (1966). On the biosynthesis of toxoflavin, an 
azapteridine antibiotic produced by Pseudomonas cocovenenans. J. Bio. Chem. 
25: 846-852 
Li Hui-Q, Matsuda I, Fujise Y and Ichiyama A. (1999) Short-chain 
acyl-coA-dependent production of oxalate from oxaloacetate by Burkholderia 
glumae, a plant pathogen which causes grain rot and seedling rot of rice via 
the oxalate production. J. Biochem 126, 243-253 
Lim JY, Lee TH, Nahm BH, Choi YD, Kim M and Hwang I. (2009) Complete genome 
sequence of Burkholderia glumae BGR1 J Bacteriol 11, 3758-3759 
 63 
 
Liu H, Coulthurst SJ, Pritchard L, Hedley PE, Ravensdale M, Humphris S, Burr T, 
Takle G, Brurberg MB, Birch PR, Salmond GP, Toth IK. Quorum sensing 
coordinates brute forceand stealth modes of infection in the plant pathogen 
Pectobacterium atrosepticum. PLoS Pathog. 2008, 4, e1000093. 
Martin DR. (1973) Mucoid variation in Pseudomonas aeruginosa induced by the action of 
phage. J Med Microbiol 6, 111-118 
Matsuda I and Sato Z. (1988) Relation between pathogenicity and pigment 
productivity in the causal agent of bacterial grain rot of rice. Ann Phytopathol 
Soc Jpn 54, 378 
Mattiuzzo M, Bertani I, Ferluga S, Cabrio L, Bigirimana J, Guarnaccia C, Pongor S, 
Maraite H and Venturi V. (2011). The plant pathogen Pseudomonas 
fuscovaginae contains two conserved quorum sensing systems involved in 
virulence and negatively regulated by RsaL and the novel regulator RsaM. 
Environ Microbiol 13145-162 
McClean KH, MK Winson, L Fish, et al. 1997. Quorum sensing and 
Chromobacterium violaceum: exploitation of violacein production and 
inhibition for the detection of N-acylhomoserine lactones. Microbiology 143: 
3703-3711 
McGowan SJ, Barnard AML, Bosgelmez G, Sebaihia M, Simpson NJL, Thomson NR, 
Todd DE, Welch M, Whitehead NA and Salmond GPC. (2005). Carbapenem 
antibiotic biosynthesis in Erwinia carotovora is regulated by physiological and 
genetic factors modulating the quorum sensing-dependent control pathway. 
Mol Microb 55 526-545 
 64 
 
Morohoshi T, T Inaba, N Kato, K Kanai and T Ikeda. (2004). Identification of 
quorum-sensing signal molecules and the LuxRI homologs in fish pathogen 
Edwardsiella tarda. J Biosci Bioeng 98: 274-281 
Morohoshi T, Nakamura Y, Yamazaki G, Ishida A, Kato N and Ikeda T. (2007). The 
Plant Pathogen Pantoea ananatis Produces N-Acylhomoserine Lactone and 
Causes Center Rot Disease of Onion by Quorum Sensing. J Bacteriol 189 
8333-8338 
Morohoshi T, Kato M, Fukamachi K, Kato N and Ikeda T. (2008) N-acylhomoserine 
lactone regulates violacein production in Chromobacterium violaceum type 
strain ATCC12472. FEMS Microbiol Lett 279, 124-130 
Nakata PA and He C. (2010). Oxalic acid biosynthesis is encoded by an operon in 
Burkholderia glumae. FEMS Microbol lett 304 177-182 
Nandakumar R and Rush MC. (2007) Association of Burkholderia glumae and B. 
gladioli with Panicle Blight Symptoms on Rice in Panama. Plant Dis 91, 767 
Nandakumar R, Shahjahan AKM, Yuan XL, Dickstein ER, Groth DE, Clark CA, 
Cartwright RD and Rush MC. (2009) Burkholderia glumae and B. gladioli 
cause bacterial panicle blight in rice in the southern United States. Plant Dis 
93, 896-905 
Nasser W, Bouillant ML, Salmond G and Reverchon S. (1998). Characterization of 
the Erwinia chrysanthemi expI-expR locus directing the synthesis of two 
N-acyl-homoserine lactone signal molecules. Mol Microb 29 1391-1405 
Nealson KH, Platt T and Hastings JW. (1970). Cellular control of the synthesis and 
activity of the bacterial luminescent system. J Bacteriol 104 313-322 
Quinones B, Pujol CJ and Lindow SE. (2004). Regulation of AHL Production and Its 
 65 
 
Contribution to Epiphytic Fitness in Pseudomonas syringae. MPMI 17 
521-531 
Whitehead NA, Barnard AML, Slater H, Simpson NJL and Salmond GPC. (2001). 
Quorum sensing in Gram negative bacteria. FEMS Microb Rev 25 365-404 
Quinones B, Dulla G and Lindow SE. (2005). Quorum Sensing Regulates 
Exopolysaccharide Production, Motility, and Virulence in Pseudomonas 
syringae. MPMI 18 682-693 
Rainey PB and Travisano M. (1998) Adaptive radiation in a heterogenous 
environment. Nature 394, 69-72 
Ronald PC. (2011). Small protein-mediated quorum sensing in a gram-negative 
bacterium: novel targets for control of infectious disease. Discov Med. 12, 
461-470 
Sambrook J, Fritsch EF and Maniatis T. (1989) Molecular coloning: a laboratory 
manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY 
Sezonov G, Joseleau-Petit D, and D’Ari R. (2007) Escherichia coli physiology in 
Luria-Bertani broth. J Bacteriol 189, 8746-8749 
Shaw PD, Ping G, Daly SL, Cha C, Cronan J Jr, Rinehart KL and Farrand SK. 
(1997) Detecting and characterizing N-acylhomoserine lactone signal 
molecules by thin-layer chromatography. Proc Natl Acad Sci USA 95, 
6036-6041 
Simon R, J Quandt and W. Klipp. (1983) A broad host range mobilization system for 
in vivo genetic engineering: transposon mutagenesis in Gram negative 
bacteria. Bio/Technology 1, 784-791 
Suzuki F., Sawada H., Azegami K. and Tsuchiya K. (2004). Molecular 
 66 
 
characterization of tox oepron involved in toxoflavin biosynthesis of 
Burkholderia glumae. J Gen Plant Pathol 70 97-107 
Tomihama T, Nishi Y and Arai K. (2007) Epigallocatechin gallate, a major tea 
catechin, induces biofilm formation of Pseudomonas syringae pv. theae. J Gen 
Plant Pathol 73, 185-192 
Tsushima S. (1996). Epidemiology of bacterial grain rot of rice caused by 
Pseudomonas glumae. JARQ 30 85-89 
Tsushima S, Naito H and Mogi S. (1991) Reduction of virulence and colonial 
variation of Pseudomonas glumae cultured on PSA medium. Bull Kyushu Natl 
Agric Exp Stn 26, 361-379 (in Japanese with English summary) 
Tucker DL, Tucker N and Conway T. (2002) Gene expression profiling of the pH 
response in Escherichia coli. J Bacteriol 184, 6551-6558 
Venturi V, Friscina A, Bertani I, Devescovi G and Aguilar C. (2004). Quorum 
sensing in the Burkholderia cepacia complex. Research in Microbiology 155, 
238-244 
Vial L, Groleau MC, Lamarche MG, Filion G, Castonguay-Vanier J, Dekimpe V, 
Daigle F and Charette SJ. (2010) Phase variation has a role in Burkholderia 
ambifaria niche adaptation. ISME J 4, 49-60 
Von Bodman SB, Majerczak DR and Coplin DL. (1998). A negative regulator 
mediates quorum-sensing control of exopolysaccharide production in Pantoea 
stewartii subsp. stewartii. PNAS 95 7687-7692 
Wakimoto S, Utatsu I, Matsuo N and Hayashi N. (1989) Multiplication of 




White BP. (1938) The rugose variant of Vibrios. J Pathol 46, 1-6 
van der Woude MW and Baumler AJ. (2004) Phase and antigenic variation in 
bacteria. Clin Microbiol Rev 17, 581-611 
Wulff NA, Mariano AG, Gaurivaud P, de Almeida de Almeida Souza LC, Virgilio AC 
and Monteiro PB. (2008) Influence of culture medium pH on growth, 
aggregation, and biofilm formation of Xylella fastidiosa. Curr Microbiol 57, 
127-132 
Yates EA, Philipp B, Buckley C, Atkinson S, Chhabra SR, Sockett RE, Goldner M, 
Dessaux Y, Camara M, Smith H and Williams P. (2002) N-acylhomoserine 
lactones undergo lactonolysis in a pH-, temperature-, and acyl chain 
length-dependent manner during growth of Yersinia pseudotuberculosis and 
Pseudomonas aeruginosa. Infect. Immun. 70, 5635-5646 
Zhang L, Murphy PJ, Kerr A and Tate ME. 1993. Agrobacterium conjugation and 
gene regulation by N-acyl-L-homoserine lactones. Nature 362: 446–448.  
Zeigler RS and Alvares E. (1989) Grain discoloration of rice caused by Pseudomonas 
glumae in Latin America. Plant Dis 73, 368 
畔上耕児 (1997). Burkholderia glumaeとB. plantariiのイネもみ感染に至るまでの挙
動．日植病報 63 254 
植松勉，吉村大三郎，西山幸司，茨木忠雄，藤井溥之 (1976a). イネもみ枯細菌病菌に
よる育苗箱の幼苗腐敗症の発生. 日植病報 42(3), 310-312 
植松勉，吉村大三郎，西山幸司，茨木忠雄，藤井溥之 (1976b). 育苗箱のイネ幼苗に
腐敗症をおこす病原細菌について. 日植病報 42 (4), 464-471 
遠藤頼嗣 (1990). 苗腐敗症の発生生態. イネもみ枯細菌病-発生と防除対策- 82-98 
後藤和夫，大畑貫一 (1956). 稲の新しい細菌病（褐条病及びもみ枯性細菌病）. 日植病
 68 
 
報 21: 46-47 （講要） 
栗田年代，田部井英夫 (1967). イネもみ枯細菌病の病原細菌について. 日植病報 33, 
111 (講要) 
栗田年代，吉村彰治，久原重松. (1958). 稲籾枯性細菌病籾の病徴とその推移及び病原
細菌について. 日植病報 23 8 
佐藤善司，小磯邦子，岩崎成夫，松田泉，白田昭 (1989). イネもみ枯細菌の産生する
毒素. 日植病報 55, 353-356 
對馬誠也 (1990). もみ枯症の発生生態. イネもみ枯細菌病-発生と防除対策 99-126 
藤井博，植松勉 (1976). イネ育苗箱に発生するもみ枯細菌病菌による苗腐敗症. 植物
防疫 30 13-16 
